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1. INTRODUCAO

Lectinas pertencem a um grupo heterogéneo de proteinas de origem néo
imunoldgica, encontradas em todos 0s organismos, nos quais participam de
diversos processos fisioldgicos. Possuem a capacidade de reconhecerem
carboidrato ou glicoconjugados e ligarem-se a eles de forma reversivel (LAM; NG,
2011). Estas proteinas séo classificadas em diferentes familias e subfamilias de
acordo com similaridade de sequéncia e estrutura, sendo as jacalinas (jacalin-like)
uma destas familias. Este subgrupo possui um ou mais dominios com arquitetura
conservada e especificidade para manose e galactose, além de ja ter sido
reportado que participam do reconhecimento de tumores associados ao antigeno
T, associam-se a regides especificas do HIV e possuem capacidade de
reconhecerem especificamente imunoglobulina humana (KABIR, 1998;
PEUMANS et al., 2001; AHMED et al., 2015; TAMMA et al., 1996; HASHIM et al.,
2001). Essas proteinas em microrganismos tém recebido menos atencado quando
em comparacao com as encontradas em plantas e animais, embora j& tenha sido
demonstrado que elas podem estar envolvidas na interacdo hospedeiro-patdégeno
(BEWLEY, 2006). Segundo Gao et al (2010) as lectinas em bactérias estédo
associadas com o processo inicial de infeccdo nas células hospedeiras. No
entanto, ainda existem poucas informagdes conhecidas sobre esse tema.

A espécie Xanthomonas oryzae pv. oryzae, uma bactéria gram negativa em
forma de bastonete, € um dos microrganismos responsaveis por gerar a mais
devastadora patogenia em arroz, conhecida como mancha foliar bacteriana, a
qual provoca perdas de 10% a 50% no rendimento anual de producdo em
cultivares susceptiveis (MANSFIELD et al, 2012).0 arroz (Oryza sativa)
representa uma cultura alimentar basica para mais de metade da populacao
mundial, sendo ele constantemente desafiado por varios microrganismos
patogénicos causadores de doencas graves, que além de serem perigosos para a
seguranca alimentar, causam perda de rendimento, e, consequentemente, perda
econdmica para os produtores (GARCIA, et al 2006).

Considerando esses fatos, o estudo dessas proteinas é fundamental para o
entendimento da relacdo hospedeiro-patdégeno, além de possibilitar intervencdes
biotecnolégicas. Em vista disso, o presente trabalho teve como obijetivo identificar
potenciais proteinas deste grupo em Xanthomonas oryzae pv. oryzae e realizar
sua caracterizacao através de diferentes abordagens in silico.

2. METODOLOGIA

Para a identificacdo da proteina alvo do presente estudo, primeiramente uma
busca foi realizada no banco de dados GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)
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para extrair as sequencias do genoma completo de Xanthomonas oryzae pv.
oryzae  (GenBank: CPO000967, CP007166, CP012947, CP013666).
Posteriormente, as sequencias selecionadas foram analisadas com a ferramenta
CDD-Search do Conserved Domain Database (CDD) (MARCHLER, 2002). Do
resultado dessa busca foram selecionados somente aqueles que abrangiam os
dominios com palavras-chave lectin, adhesin, agglutinin, carbohydrate-binding
protein, sugar-binding protein, hyaluronic acid binding protein, chitin binding
protein, neuraminyllactose-binding protein, tenascin, agrin, lectin-like e heparin
binding protein utilizadas, previamente, por Abhinav et al.

Diferentes proteinas resultaram dessa busca, dentre elas, algumas proteinas
com o dominio jacalina. Um dos resultados para jacalina foi selecionado (Uniprot:
XOC_0401) para prosseguir com as analises. O proximo passo foi submeter essa
sequéncia de proteina a ferramenta InterProScan (ZDOBNOV, 2001) para
andlise de seus dominios. A busca por sequéncias homologas dessa proteina foi
realizada no Uniprot com a ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al.,1990). A
presenca de peptideo sinal foi analisada pelo software SignalP (PETERSEN et al.,
2011).

Para melhor entender a estrutura da proteina de interesse, realizou-se um
alinhamento mudltiplo utilizando a ferramenta BLAST e Uniprot, nas quais 0s
resultados demonstraram a possivel posi¢cdo do peptideo sinal na sequencia da
proteina. Em relacdo a modelagem, o software utilizado para predicdo da
estrutura tridimensional dessa proteina foi o HHpred (SODING;et al, 2005), sendo
sua respectiva estrutura visualizada pelo software UCSF-Chimera (YANG, 2012).

Por fim, para predizer a possivel regido de interagdo da proteina de interesse
com galactose e manose, fez-se o molecular docking com estruturas de galactose
e manose utilizando o wrapper do Autodock Vina presente no software UCSF-
Chimera.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da analise dos dominios da sequéncia pelo banco de dados
InterproScan foi encontrado um dominio, jacalin-like, que é evidenciado por ser
capaz de reconhecer estruturas de manose e galactose. Nessa sequéncia, este
dominio localiza-se entre os aminoécidos 40 e 104.

Durante a analise do grafico gerado pelo software SignalP, né&o foi
detectada a presenca de peptideo sinal. No entanto, quando comparou esse
resultado com resultado de proteinas similares o resultado dessas foi positivo
para presenca de peptideo sinal. Essa divergéncia pode ser justificada pelo fato
dessas proteinas similares terem regibes N-terminal (‘5) maiores ou menores,
indicando, assim, que h& possiveis erros de anotacdo do genoma, sendo
necessario corre¢cdes manuais da sequéncia.

O software utilizado para predicdo das estruturas tridimensionais dessa
proteina foi o HHpred, sendo sua respectiva estrutura visualizada pelo software
UCSF-Chimera (Figura 1), com o objetivo de identificar regides mais conservada.

ApoOs a predicao da estrutura, foi realizada a analise de molecular docking
para determinar a possivel regido de interacdo entre a proteina de estudo com os
carboidratos manose e galactose (Figura 1). Essa andlise revelou que o possivel
local de interacdo da proteina com a manose foi no residuo Arginina 92 com
energia de -5,8 kcal/mol. Em relagdo ao local de interacdo entre a proteina e a
galactose deu-se no residuo Alanina 93 com energia de -5,8 kcal/mol. Esses
resultados sugerem que, in silico, a proteina estudada interage com carboidratos,
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sendo ela, portanto, similar a uma jacalina, além de demonstrar que sua estrutura
tridimensional gerada é capaz de desempenhar sua atividade.

/

=

Figura 1: Analise do sitio de ligacdo da proteina jacalina de Xanthomonas oryzae pv.
oryzae identificada in silico, e da interacdo com os carboidratos manose (direita) e
galactose (esquerda).

Em vista dos resultados obtidos a partir de uma primeira abordagem, surge
a necessidade de uma andlise mais detalhada das lectinas presentes em
Xanthomonas oryzae pv. oryzae, para que, futuramente, estudos em bancada
possam ser realizados, 0 que inclui clonar e expressar essa proteina, além de
silenciar o gene codificador para avaliar sua participacdo nos processos de
patogenia. Outra perspectiva visada para esse trabalho € a identificacdo de novas
proteinas com intuito de continuar a prospecc¢ao, visto que Abhinav et al. (2016)
relatou que em 165 genomas de Archaea, 46 dominios de lectinas foram
encontrados, sendo esses homélogos entre eucariotos e bactérias, de forma a
salientar a importancia do estudo dessa proteina.

4. CONCLUSOES

Através das andlises in silico foi possivel determinar a possivel estrutura
tridimensional da proteina em questdo, além de predizer a possivel regido de
interacdo dessa proteina com os carboidratos manose e galactose. Em vista
desses resultados, é necessario que sejam realizadas analises mais detalhadas
para a obtencao de respostas que irdo auxiliar na compreensao a nivel molecular
da lectina e até mesmo sua possivel associagdo com a patogénese ou outros
processos bioldgicos.
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